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Již od 70. let získávají imobilizované enzymy zájem a pozornost nejen vědeckých 
a laboratorních pracovníků, ale také průmyslových společností. Enzymy, 
jedinečné biokatalyzátory vynikající svou specifitou, šetrností k přírodě a 
schopností reagovat za mírných podmínek, totiž velmi snadno podléhají 
denaturaci či inhibici. S ohledem na mnohdy vysokou pořizovací cenu by jejich 
využití mohlo být často nevýhodné. Imobilizační techniky nabízí efektivní řešení 
tohoto problému a výrazně zjednodušují využití enzymů v průmyslu i výzkumu. 
Oproti volným formám vykazují imobilizované enzymy mimo jiné vyšší aktivitu, 
stabilitu a umožňují opakované použití i snadnější oddělení od produktů. 
V této práci je uveden přehled základních imobilizačních metod – prosté fyzikální 
adsorpce a kovalentní vazby na nosič, entrapmentu, enkapsulace a 
beznosičových technik využívajících cross-linking. Na závěr jsou nastíněny 
možné biomedicínské aplikace a také využití imobilizovaných enzymů 
v biosenzorech.   
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Since the 70s, the immobilised enzymes have been getting the attention of not 
only scientific and laboratory workers, but also industrial companies. Enzymes 
are unique biocatalysts, which are distinguished by their specificity, environment-
friendliness and the ability to react under mild conditions can be easily subject of 
denaturation or inhibition. With regard to the usually high cost of purchase, the 
use of these enzymes could often be disadvantageous. Immobilization 
techniques offer an efficient solution to this problem and greatly simplify the use 
of enzymes in industry and research. Compared to the free forms, immobilized 
enzymes show greater activity, stability and allow repeated use as well as easier 
separation from products. 
This thesis contains an overview of the basic methods of immobilization - physical 
absorption and covalent bonds to the carrier, entrapment, encapsulation and 
carrier-free techniques using cross-linking. Finally, we outline possible 
biomedical applications as well as the use of immobilised enzymes in biosensors. 
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3 Cíl 
Cílem této práce je nastínit přehled nejčastěji používaných metod pro imobilizaci 
enzymů a to jak v laboratorních podmínkách, tak v průmyslovém měřítku a 
pomocí nejrozšířenějších nosičů ukázat konkrétní příklady. Dále také zhodnotit 
výhody a nevýhody jednotlivých postupů a vzájemně je porovnat a nakonec 
poukázat na možné biomedicinské aplikace imobilizovaných enzymů.  
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4 Seznam zkratek 
 
APTES — 3-aminopropyltriethoxysilan 
CLEs — Cross-linked dissolved enzymes 
CLEAs — Cross-linked enzyme aggregates 
CLECs — Cross-linked enzyme crystals 
CSDEs — cross-linked spray-dried enzymes  
CYCU — Chung Yuan Christian University 
FAD — Flavinadenindinukleotid 
FITC — Fluorescein-isothiokyanát 
GA — Glutaraldehyd 
GDH — Glukosadehydrogenáza 
GO — Glukosaoxidáza 
GOS — Galakto-oligosacharidy 
HRP — Avidin-peroxidáza 
MBS — Mezoporézní benzenosilikáty 
MCM-41 — Mobil Composition of Matter no 41 
MOF — Metal Organic Frameworks 
MP-11 — Mikroperoxidáza 11 
MPS — Mezoporézní silikáty 
NAD — Nikotinamidadenindinukleotid 
PCP — Porézní koordinační polymery 
PEG — Polyethylenglykol 
PMO — Periodické mezoporézní organosilikáty 
PNIPAAm — Poly(N-isopropylakrylamid)  
PQQ — Pyrolochinolinochinon 
PVA — Polyvinylalkohol 
SBA-15  — Santa  Barbara Amorphous no 15 
TPP — tripolyfosfát sodným 
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5 Úvod 
Enzymy jsou látky vykazující vlastní biokatalytickou aktivitu, tedy urychlující 
reakce probíhající ve všech organismech.  Jejich využití je široce rozšířené 
nejenom v průmyslu a potravinářství, ale také v medicíně, genetickém inženýrství 
či jako analytických činidel. Od počátku 20. století dochází k širokému 
uplatňování mikrobiálních enzymů, zdokonalování jejich získávání, čištění a 
produkci (1). Oproti klasickým chemickým katalyzátorům jsou díky získávání 
z obnovitelných zdrojů šetrnější k životnímu prostředí, navíc působí 
v příznivějších podmínkách, kterými rozumíme fyziologické pH, mírnou teplotu i 
tlak, vodné prostředí (2). Jedním z nástrojů k ještě efektivnějšímu využití enzymů 
je jejich imobilizace.   
První enzymová imobilizace byla sice poprvé popsána již v roce 1916 Nelsonem 
a Griffinem, ale až teprve na konci 70. let mohl být každý enzym imobilizován 
vhodně zvolenou metodou nebo na vhodný nosič při konkrétních podmínkách 
(3). Výhody imobilizovaných enzymů oproti jejich volným formám jsou nesporné 
– zvýšení stability a odolnosti k inhibitorům (4), možnost opakovaného použití, 
zjednodušení oddělení produktů reakce vzhledem k nerozpustnosti 
imobilizovaných enzymů a větší čistota produktů. Velkým přínosem je také 
aktivita mnohých imobilizovaných enzymů v organických rozpouštědlech, ačkoliv 
jejich volná forma vykazuje katalytickou aktivitu pouze ve vodném prostředí (5). 
Mimo jiné můžeme zohlednit také ekologický a ekonomický aspekt, neboť ceny 
enzymů jsou všeobecně velmi vysoké a jejich recyklace tedy může výrazně snížit 
náklady.  
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6 Hlavní část 
6.1 Imobilizace enzymů – teorie 
Metody imobilizace enzymů lze rozdělit do několika základních kategorií: 
adsorpce, kovalentní imobilizace, entrapment, enkapsulace a cross-linking. 




Obrázek  1 Hlavní metody imobilizace enzymů (71) 
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6.1.1 Adsorpce nekovalentní 
 
Adsorpce je nejstarší metoda imobilizace enzymů. Mezi její výhody patří 
jednoduchost, reverzibilita a také možnost zachování vysokého stupně aktivity 
enzymu oproti jiným metodám, protože nedochází ke kovalentní chemické vazbě 
a díky tomu ani k modifikaci struktury (3). Vazba enzymu na pevný nosič totiž 
probíhá prostřednictvím slabých vazebných interakcí, jako jsou van der Waalsovy 
síly, které jsou ale příliš slabé a proto musí být podpořeny ještě dalšími silami - 
iontovými vazbami, hydrofobními interakcemi a vodíkovými můstky (6). 
Elektrostatické síly ovšem mohou působit i mezi molekulami imobilizovaného 
enzymu, proto je vhodnější provádět reakci při hodnotách pH blízkých 
isoelektrickému bodu konkrétního enzymu. Průběh imobilizace může rovněž 
ovlivnit teplota a samozřejmě i fyzikálně chemické vlastnosti použitého nosiče 
(jeho povrchová plocha, průměr pórů i typy funkčních skupin) a koncentrace 
substrátu. Adsorpce může probíhat jak na povrch nosiče, tak v pórech 
mezoporézního materiálu.  Nevýhodou vyplývající ze slabé vazby je obvykle 
nedostatečná síla k udržení navázaného enzymu a jeho vymývání z nosiče (2). 
Pro prevenci unikání enzymu z nosiče je vhodné používat enzymy imobilizované 
pouhou adsorpcí spíše v hydrofobním prostředí (7).  Pro úspěšnou imobilizaci je 
nejen v tomto případě klíčové zvolit správný nosič, kterých je k dispozici celá řada 
(8). Výhodou této metody je také možnost nosné matrice ve většině případů 
regenerovat (9).  
 
6.1.1.1 Adsorpce na silikáty 
Řešením slabé vazby enzymu může být například využití specifických a na míru 
připravených porézních materiálů jako nosičů, případně chemická úprava 
povrchu nosiče nebo enzymu, jako například glykosylace enzymu, díky které 
dojde k vytvoření vodíkových můstků mezi nosičem a proteinem. (10) Například 
hydroxynitril lyáza získaná z mandlí stromu Prunus amygdalus se 
díky glykosylované formě může vázat na nosiče vodíkovými vazbami (11).  
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Elektrostatické interakce mezi enzymem a silikátem jsou nejsilnější, pokud je 
adsorpce prováděna při hodnotách pH, při kterých enzym vykazuje pozitivní 
náboj (tzn. hodnota pH nižší než pI zvoleného enzymu), ale zároveň při 
hodnotách pH vyšších než 3, kdy nese silikát záporný náboj. Čím silnější je 
kladný náboj proteinu, tím pevnější je ovšem nejen vazba, ale také výraznější 
vzájemné odpudivé síly mezi adsorbovanými molekulami enzymu, které mohou 
vést až k desorpci (12). Takto je tedy možné změnou pH ovlivňovat průběh 
reakce.  
Dle definice IUPAC dělíme porézní materiály na mikroporézní (velikost  
pórů < 2nm), mezoporézní (2–50nm) a makroporézní (>50nm). 
Za účelem imobilizace enzymů jsou hojně využívány mezoporézní silikáty (MPS) 
a to již od 90. let od syntézy silikátu MCM-41 (13) a později také SBA-15 (s větší 
velikostí pórů, která rozšiřuje možnost imobilizace i pro objemnější proteiny) (14), 
které byly rovněž testovány například jako drug-delivery systémy. Jejich 
předností je velký specifický vazebný povrch, jednotná a specifická velikost pórů, 
která odpovídá potřebám imobilizace biomolekul. Klíčové je však zvolit nosič 




Obrázek  2 A) Schéma mezoporézního silikátu. (B) Enzym je příliš velký, aby se vešel do pórů a 
je adsorbován hlavně na vnějším povrchu MPS. (C) Enzym je adsorbovaný uvnitř pórů, v této 
situaci se velikost pórů a enzymu shoduje. (D) Opak případu B, póry jsou mnohem větší než 
enzym a ten je náchylný k vymývání. (15) 
Pro výrazné zvýšení kapacity nosičů MCM-41 a SBA-15 je stále vyvíjeno mnoho 
funkčních i strukturních úprav (14), například inkorporace kovových, kupříkladu 
hliníkových nebo titanových atomů (12), nebo připojení alifatických uhlovodíků, 
organosilanů, thiolových, vinylových, fenylových, aminových a perfluorových 
skupin (16). Vyskytují se také různorodé morfologické formy jako tyčky, 
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hexagony, dutá vlákna, aj. (17). Tyto nosiče jsou využívány například 
k imobilizaci cytochromu c, trypsinu, papainu, peroxidázy, penicilin G acylázy, 
avidin-peroxidázy, α-chymotrypsinu, α-amylázy, lysozymu, cytochromu P450 a 
mnoha jiných (14, 18). 
Další modifikací MPS jsou hybridní periodické mezoporézní organosilikáty 
(PMO). Tyto látky mají ve stěně póru zabudovanou organickou skupinu, obsahují 
tedy organickou i anorganickou část. Poprvé byly uvedeny v roce 1999 (19). PMO 
jsou připravovány s využitím přemostěných organosilanů, (R′O)3Si–R–Si(OR′)3, 
jako prekurzorů (20). Pro potřebu imobilizace konkrétních enzymů lze tedy zvolit 
vhodný substituent R. Například pro lipázy jsou využívány především hydrofobní 
skupiny, které vytváří výhodné prostředí pro aktivní konformaci enzymu (15), díky 
které je zachována vyšší aktivita enzymu. Postupně jsou syntetizovány i odlišné 
modifikace PMO: mezoporézní benzenosilikáty (MBS), jehož struktura je 
zobrazena na obrázku 3, aminopropyl-MBS, ethylendiamin-MBS a další (21).  
Dalším typem mezoporézního materiálu využívaného k adsorpci enzymů jsou 
tzv. mezoporézní buněčné pěny (mesoporous cellular foams - MCF) s větším 
objemem a rozměrem pórů. (22) Úspěšnost imobilizace však závisí na správně 
zvolené funkcionalizaci povrchu. Například modelové enzymy invertáza a 
glukoamyláza vykazovaly vyšší aktivitu při imobilizaci na MCF s vhodně 
modifikovaným povrchem než na silica gel i než enzymy ve volné formě (23). 
 
Obrázek  3 Schéma mezoporézního benzenosilikátu (21) 
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6.1.1.2 Adsorpce na MOF 
Jako materiál s mimořádnými vlastnostmi jsou označovány tzv. MOF (metal 
organic frameworks) nebo také PCP (porézní koordinační polymery). Jedná se o 
porézní krystalické hybridní sloučeniny, kovové ionty jsou různě propojeny 
koordinačními vazbami s organickými linkery. Tím vzniká všestranná 
trojdimenzionální struktura s mnoha vazebnými místy (24). 
MOF vynikají vysokou chemickou i tepelnou stabilitou, možností předem 
navrhnout požadovanou strukturu, modifikovatelností povrchu, nebývalou vnitřní 
porozitou a rovnoměrností pórů. Svým obrovským povrchem překonávají dříve 
známé porézní materiály  (25). 
MOF jsou syntetizovány od 90. let a jejich hlavní využití tkví ve skladování a 
separaci plynů, katalýze, testovány jsou také jako drug-delivery systémy. 
A samozřejmě jsou používány jako nosiče při imobilizaci bioaktivních molekul, 
mimo enzymů například také DNA, léčiv i jiných proteinů (24).  
Jako centrální kovové ionty lze využít prakticky jakýkoliv kov, jeho koordinační 
číslo poté určuje molekulárně-geometrické uspořádání materiálu. Nejobvyklejší 
linkery jsou potom karboxyláty, aminy, nitráty, fosfáty nebo sulfonáty (24).  
Adsorpce v pórech nosiče je bohužel limitovaná menší velikostí pórů, které se 
obvykle nacházejí v řádu mikrometrů, proto mnoho z důležitých rozměrnějších 
enzymů nelze touto metodou imobilizovat. Souhra velikosti póru a molekuly 
enzymu je přitom v této metodě klíčová, jak je naznačno na obrázku 4. Přesný 
mechanismus vazby enzymu v pórech nebyl zatím zcela objasněn (26). 
Příkladem vhodně zvoleného nosiče je případ imobilizace mikroperoxidázy-11 
(MP-11), kde je tento faktor již od počátku zohledňován. Enzym MP-11 je hemový 
undekapeptidový zbytek cytochromu c, který si stále zachovává peroxidázovou 
Obrázek  4 Schéma adsorpce enzymu v MOF (24) 
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aktivitu. Jeho úspěšná imobilizace byla provedena pomocí fyzikální adsorpce na 
jeden z mála mezoporézních MOF Tb-TATB, neboli Tb-meso MOF založeném 
na trojmocných iontech terbia a triazin-1,3,5-tribenzoátu jako organickém linkeru 
(27), přičemž vzniklý komplex imobilizovaného enzymu a nosiče vykazoval 
výrazně lepší vlastnosti než srovnávací vzorek využívající jako nosič MCM-41 i 
než volný enzym, který velmi rychle podléhá agregaci (28).   
Vynikající výsledky vykazovala také prasečí pankreatická lipáza, jež byla dále 
využita k syntéze warfarinu, imobilizovaná na několik druhů mikroporézních 
MOF. Imobilizace proběhla bez jakékoliv chemické modifikace enzymu, pouze 
fyzikální adsorpcí, tudíž byla zachována vysoká katalytická účinnost enzymu a 
opakovatelnost reakce (29).  
Testována byla také například imobilizace lakázy na další mezoporézní Cu-MOF, 
avšak v tomto případě je potřeba podmínky ještě optimalizovat. Při vysoké 
zachované počáteční aktivitě (95%) totiž dochází k rychlému poklesu aktivity po 
opakování biokatalytické reakce i při skladování ve vodném prostředí 
pravděpodobně kvůli velké velikosti pórů, jenž způsobuje vymývání enzymu (30).  
Jinou možností, kromě imobilizace v pórech nosiče, je adsorpce na jeho povrchu. 
Probíhá pomocí navázání malých molekul barviva, ve velikosti v řádu 
mikrometrů, na enzym. Barvivo poté díky svým malým rozměrům podléhá 
fyzikální adsorbci v mikropórech nosiče, zatímco enzym je díky tomu stabilně 
zakotven na povrchu (obrázek 5). 
Jako příklad poslouží konjugace trypsinu s fluorescein-isothiokyanátem (FITC) a 
následná reakce s CYCU-4, tj. mikroporézním MOF založeném na iontech 
Obrázek  5 Adsorpce molekuly baviva navázané na 
enzymu v MOF (24) 
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hliníku. Stabilita i opakovatelnost katalytické reakce zůstala uspokojivě 
zachována. Značnou výhodou této metody je ovšem především časová 
nenáročnost celého procesu, zejména v porovnání s ostatními postupy, u kterých 
je nezbytná modifikace a funkcionalizace jednotlivých činidel (31).  
MOF jsou široce aplikované také v dalších metodách imobilizace, pomocí 
kovalentní vazby a in-situ entrapmentu, které budou zmíněny dále.  
 
 
6.1.1.3 Adsorpce na jílové minerály 
Méně rozšířeným, přesto stále využívaným materiálem jsou jílové minerály. 
Jedná se o hydratované hlinité nebo hořčíkové fylosilikáty hojně se vyskytující 
v přírodě. Jsou tedy snadno dostupné a jejich pořizovací cena není tak vysoká. 
Mají dvourozměrnou vrstvenou strukturu skládající se z tetraedrů a oktaedrů. 
Vyznačují se velkým povrchem, schopností bobtnat a vlastnostmi iontoměniče. 
Dalším využívaným mechanismem imobilizace kromě prosté fyzikální adsorpce 
je kovalentní vazba enzymu (32). 
Úspěšně byla imobilizována například glukoamyláza na montmorillonit, v němž 
byl enzym interkalován a to pomocí dvou metod, fyzikální adsorpcí i kovalentní 
vazbou, která v tomto případě vykazovala vyšší aktivitu enzymu (66%), zatímco 
pomocí fyzikální adsorpce si imobilizovaný enzym uchoval 49% své původní 
aktivity (33).  
Pro zvýšení efektivity adsorpce byly testovány také různé úpravy jílového 
materiálu, například modifikací bentonitu kovalentním navázáním různých 
aminokyselin do jeho mezivrstev, kupříkladu cysteinu při imobilizaci katalázy 
(34), histidinu při imobilizaci IgG (35) nebo tryptofanu při imobilizaci lysozymu 
(36). V jiném případě byl pozměněn povrch bentonitu jednou až dvěma vrstvami 
surfaktantu ke zvýšení lipofility pro účel imobilizace lipázy produkované 
kvasinkou Candida rugosa. Jako nejvhodnější se projevila jednoduchá vrstva 
surfaktantu, kde na rozdíl od dvojité vrstvy nedochází k iontovým interakcím, 
které snižují aktivitu enzymu (37). 
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6.1.2 Kovalentní imobilizace  
Tento způsob enzymové imobilizace probíhá prostřednictvím kovalentních vazeb 
mezi aktivními aminokyselinovými zbytky z proteinu a funkčními skupinami na 
povrchu nosiče (3), které je ovšem obvykle v případě anorganických materiálů 
potřeba upravit připojením funkčních skupin a aktivovat (38).  
Metoda vyniká zejména pevností vazby, zvlášť je-li mnohonásobná, čímž účinně 
brání vymývání enzymu z nosiče a odolává i drastičtějším reakčním podmínkám. 
Přináší s sebou ovšem riziko modifikování vlastností enzymu, ke kterým dochází 
ať už z fyzikálního, nebo chemického hlediska právě ireverzibilní vazbou a vlivem 
konformačních změn (3), jež mohou vést i k deaktivaci enzymu. Z tohoto důvodu 
se některé zkušební imobilizace nových enzymů, provádějí v přítomnosti 
substrátu, jeho analogu nebo inhibitoru enzymu. Ten reverzibilně obsadí aktivní 
místo enzymu, při následné reakci s nosičem pak nedojde k nežádoucí změně 
konformace (39, 40). Někteří zástupci nejběžněji užívaných skupin nosičů, jako 




6.1.2.1 Chitin a chitosan 
Chitin a především jeho hlavní deacetylovaný derivát chitosan se řadí mezi 
přírodní polyaminosacharidy. Jsou snadno dostupné, získávají se přečištěním 
vedlejších produktů potravinářského průmyslu zpracovávajícího mořské 
živočichy. V lineárním polyglukosaminovém řetězci chitosanu se v každém 
monomeru nachází jedna aminoskupina a dvě hydroxylové skupiny. V oblasti 
fyziologického pH je nerozpustný (42), bazické aminoskupiny umožňují 
rozpustnost ve vodném kyselém prostředí, ve kterém dochází k ionizaci  
na —NH3⁺ (43). Tento pozitivní náboj umožňuje reakci chitosanu s aniontovými 
zbytky enzymů a tím také imobilizaci formou adsorpce. Reaktivní aminoskupiny 
glukosaminu mohou být také snadno derivatizovány glutaraldehydem (GA) tak, 
aby se zvýšila mechanická odolnost a stabilita chitosanu a také aby bylo možné 
kovalentně imobilizovat enzymy, schéma je zobrazeno na obrázku 7. 
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Chitosanové kuličky jsou nejprve syntetizovány ionotropní gelací s 
tripolyfosfátem sodným (TPP) a porogenem uhličitanem sodným. Následným 
přidáním glutaraldehydu dojde k zesíťování (cross-linkingu) kladně nabitých 
aminoskupin na inter- a intramolekulární úrovni (44).  
 
Vlastnosti chitosanu je dále možné upravovat také použitím porogenu při jeho 
přípravě. Například na chitosanové kuličky ošetřené při syntéze porogenem a 
glutaraldehydem byla velmi úspěšně imobilizována β-d-galaktosidáza, významný 
enzym široce využívaný například v potravinářství k získání mléčných výrobků 
s nízkým obsahem laktózy či k syntéze galakto-oligosacharidů (GOS). (44) 
Spolu se schopností tvořit gel, biologickou nezávadností a dalšími přednostmi se 
jeví jako ideální sloučenina pro použití v biotechnologii a medicíně. 
Chitin/chitosan můžeme použít ve formě komerčně dostupných vloček, prášků, 
kuliček nebo perlového gelu. Rozmanitějších forem docílíme přípravou 
v laboratoři, například dutých vláken, vláken, membrán, aj.  Princip spočívá 
v rychlém rozpuštění chitosanu ve zředěném roztoku organické kyseliny, 
zvyšováním pH se tvoří viskózní roztok a nakonec reakcí s polyanionickými 
sloučeninami vznikají ve vodě nerozpustné ionotropní komplexy. (43)  
Obrázek  7 Schéma přípravy a derivatizace chitosanu (44) 
Obrázek  6 Glutaraldehyd 
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Například chitosanové kuličky, připravené pomocí zesíťování chitosanu 
glyoxalem a následném ošetření glutaraldehydem, jenž zvyšuje jejich odolnost 
vůči kyselému prostředí, byly použity k imobilizaci pepsinu a katalázy, které po 
imobilizaci vykazovaly zvýšenou tepelnou a skladovací stabilitu (45, 46).  
Mimo jiné byl chitosan také úspěšně použit pro imobilizaci proteázy α-
chymotrypsinu, a to ve formě magnetických nanočástic oxidu železnato-
železitého (Fe3O4). Tyto nanočástice jsou netoxické, biologicky kompatibilní a 
široce užívané v mnoha modifikacích jak v biotechnologii, tak v medicíně. Ačkoliv 
nejsou škodlivé, nanočástice Fe3O4 nejsou příliš stabilní a snadno podléhají 
oxidaci, jejich povrch musí být tedy náležitě upraven ochrannou vrstvou. V tomto 
případě byla použita metoda tzv. double-crosslinking, Fe3O4 je nejprve aktivován 
glutaraldehydem a teprve poté reaguje s chitosanem za vzniku stabilní core/shell 
struktury (obrázek 8) se superparamagnetickými vlastnostmi (47). 
 
Obrázek  8 Schéma vzniku core/shell struktury Fe3O4 a chitosanu; GA - glutaraldehyd 
Využití komplexu Fe3O4@Chitosan jako nosiče pro kovalentní imobilizaci α-
chymotrypsinu kromě ostatních výhod takto upravených enzymů také velmi 
snižuje náklady celého procesu zvlášť pro průmyslové využití (48).   
Také řada dalších biokatalyzátorů byla imobilizována na tento magnetický 
nanomateriál, například lipáza produkovaná kvasinkou Candida rugosa, v tomto 
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případě bylo hlavní předností mimo snížených nákladů také snadné oddělení 
komplexu enzym-nosič z reakční směsi a to pří zachování velmi vysoké aktivity i 
po několika cyklech (49).  
Jako další příklad poslouží imobilizace modelových enzymů, 
acetylcholinesterázy a β-glukosidázy jako relativně nízkomolekulárního proteinu, 
na polystyrenové miktrotitrační destičky potažené vrstvou chitosanu. Pro zvýšení 
efektivity procesu byl použit glutaraldehyd, jehož molekula má na obou stranách 
aldehydy, které se kovalentně váží na aminy, čímž vytváří silnou vazbu mezi 
chitosanem a biomolekulami. V porovnání s klasickou mikrotitrační destičkou 
vykazuje chitosanem pokrytá destička vysokou vazebnou schopnost enzymů a 
nabízí se tedy jako slibný základ pro výrobu biosenzorů. Nevýhodou této metody 
je ovšem nestabilita chitosanu v kyselém prostředí (50).   
Dalším typem nosiče na bázi chitosanu jsou hybridní nanočástice chitosanu a 
alginátu v poměru 1:1, jenž vytváří polyelektrolytový komplex s kladně nabitými 
aminoskupinami chitosanu a opačně nabitými karboxyláty z alginátu. Tento nosič 
je dále aktivován epoxy skupinou z epichlorohydrinu, čímž je upravena jeho 
hydrofobicita a je tudíž vhodný k imobilizaci lipáz (51, 52).  
 
Obrázek  9 Epichlorhydrin 
Aktivace hydroxylové skupiny glukosaminu byla provedena při imobilizaci lipázy 
produkované kvasinkou Candida rugosa pomocí karbodiimidu, který se obecně 
používá jako karboxyl-aktivující činidlo pro amidovou vazbu s primárními aminy. 
Hypotetické schéma je zobrazeno na obrázku 10. Aktivace hydroxylu je 
efektivním způsobem pro imobilizaci lipáz s jediným omezením, a to nutností 
provádět reakci na hydratovaný chitosan, neboť jinak ve vodném roztoku podléhá 
bobtnání, které snižuje aktivitu enzymu (53).  
 21 
 
Obrázek  10 Hypotetické schéma imobilizace enzymu na chitosan pomocí aktivace 
karbodiimidem 
Upravit vlastnosti chitosanu lze také inkorporací zlatých nanočástic, které 
výrazně zlepšily stabilitu enzymu při následné přípravě biosenzoru, a také se 
zvýšila citlivost biosenzoru. Zlaté nanočástice silně vážou enzym (vazba probíhá 
zejména přes aminové skupiny a cysteinové zbytky), čímž se zabránilo jeho 
vymývání (54, 55).  
 
6.1.2.2 Eupergit® C 
Eupergit® C byl vyvinut mezi lety 1974 – 1980 firmou Röhm v Německu. Jedná 
se o makroporézní kuličky (beads) vzniklé polymerizací methakrylátu. Díky své 
struktuře je chemicky i mechanicky odolný v rozmezí pH 0 – 14, ani po výrazných 
změnách v tomto rozmezí nepodléhá bobtnání nebo srážení. Výrazné opotřebení 
nevykazoval ani po 650 cyklech ve velkoobjemovém průtočném chemickém 
reaktoru (stirred tank reactor) (56).  
Eupergit® C váže proteiny prostřednictvím oxiranových skupin (obrázek 11), 
které reagují při neutrálním a alkalickém pH s aminoskupinami proteinů za vzniku 
kovalentních vazeb, které jsou dlouhodobě stabilní v rozmezí pH od 1 do 12. 
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Obrázek  11 Vazba enzymu na Eupergit® C prostřednictvím oxiranových skupin (56) 
Vazba může probíhat také prostřednictvím sulfhydrilových a karboxylových 
skupin enzymu v kyselém, neutrálním i alkalickém prostředí (56). Výjimkou 
ovšem není ani vazba zprostředkovaná aktivací glutaraldehydem. 
Velké množství enzymů bylo úspěšně imobilizováno na Eupergit® C, a to jak 
v laboratorním, tak v průmyslovém měřítku. Například obtížně imobilizovatelná 
cyklodextrin glukosyltransferáza (CGTáza) produkovaná druhem 
Thermoanaerobacter, která katalyzuje čtyři možné reakce. Na konci té 
nejdůležitější reakce jsou produkty známé jako cyklodextriny. Ty jsou široce 
využívané v potravinářství, farmaceutickém a kosmetickém průmyslu. Oproti 
ostatním metodám si CGTáza v tomto případě zachovala větší aktivitu a také 
vysokou odolnost proti tepelné a acidobazické denaturaci (57). 
Pro zvýšení stability enzymu je možné použít k imobilizaci vícebodovou 
kovalentní vazbu. Princip spočívá v počáteční reakci enzymu a nosiče za 
mírných podmínek při teplotě 20°C a pH 7. V tomto prostředí se vytvoří menší 
množství slabších vazeb, protože tyto podmínky nejsou vhodné pro reaktivní 
skupiny enzymu, například lysinové zbytky (obrázek 12). Dalším krokem je 
inkubace již imobilizovaného enzymu s nosičem za drastičtějších podmínek, 
přičemž sledované proměnné jsou teplota, hodnota pH a čas. Nakonec jsou 
zbývající vazebná místa nosiče zablokována, aby nedocházelo k dalším 
interakcím s enzymem. Imobilizované enzymy poté vykazovaly mnohonásobně 
vyšší konformační stabilitu než volná forma (58).  
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Také lipáza byla imobilizována na Eupergit® C, pro srovnání hned třemi 
metodami. Klasickou vazbou přes oxiranovou skupinu (obrázek 11), pomocí 
aktivace glutaraldehydem (obrázek 13 A.) a nakonec oxidací enzymu jodistanem 
sodným a navázáním aminových skupin na nosič a jejich následnou vazbou přes 
uhlovodíkový řetězec (obrázek 13 B.). Nejvyšší hydrolytickou aktivitu si enzym 
zachoval poslední zmiňovanou metodou, stejně jako stabilitu ve vodném 
prostředí, zvýšil se také poločas enzymu oproti volné formě a to zvláště při 
vyšších teplotách (59).  
Při imobilizaci β-glukosidázy byla nejprve zablokována aktivní místa enzymu 
reakcí s inhibitorem (glukózou) a teprve následně provedena imobilizace, čímž 
se zvýšil výtěžek reakce o 20%. Při vynechání tohoto kroku dochází totiž 
k nežádoucí inaktivaci enzymu interakcí oxiranových skupin Eupergitu s aktivním 
místem enzymu. Pokud je po imobilizaci komplex dále inkubován s bovinním 
sérovým albuminem (BSA), výtěžek vzroste až o 30%, a to díky dodatečnému 
zablokování všech nezreagovaných oxiranových skupin (60).  
 
Obrázek  12 Schéma zvýšení stability enzymu pomocí vícebodové kovalentní vazby 
změnou reakčních podmínek (58) 
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Obrázek  13 A. Vazba enzymu na Eupergit pomocí aktivace glutaraldehydem (GA);  
B. Oxidace enzymu jodistanem sodným a následná imobilizace na Eupergit  
 
6.1.2.3 Anorganické nosiče 
Anorganické nosiče mají oproti organickým polymerům o něco menší pozornost 
a to zejména díky snadné výrobě požadovaných struktur a dostupností 
reaktivních funkčních skupin organických polymerů (61).  
Mezi rozšířené anorganické nosiče pro kovalentní imobilizaci enzymů patří již 
výše zmiňované mezoporézní silikáty. Výhodou této metody na rozdíl od fyzikální 
adsorpce je pevnější vazba a tím pádem také omezení vymývání enzymu 
z nosiče.  
Například β-galaktosidáza byla imobilizována na různé SBA-15 materiály 
s odlišnou velikostí pórů, od klasických přes velké až k ultra velkým a na 
komerčně dostupný amorfní materiál Sipernat®. Cílem bylo získat enzym 
katalyzující vznik galakto-oligosacharidů (GOS) s nejvyšším prebiotickým 
efektem, tzn. tri-GOS a  tetra-GOS. Tradičně se tento enzym používá pro 
katalýzu hydrolytické reakce, ale ukázalo se, že vyšší specifita pro přípravu GOS 
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je při použití cesty transgalaktosylace laktózy. Jako nejúspěšnější nosič pro tento 
účel byl vyhodnocen materiál s největší velikostí pórů, který umožňuje nejlepší 
přístup substrátu a nejvyšší výtěžek, ačkoliv jeho specifita pro 
transgalaktosylační reakci je nejnižší (62).  
Mezi populární anorganické nosiče patří také skleněné kuličky (glass beads). 
Jejich výhodou je nízká pořizovací cena, dobrá komerční dostupnost a také 
obnovitelnost a možnost opakovaného použití. Velmi úspěšně byla na tento 
materiál imobilizována α-amyláza, která je využívána k hydrolýze škrobu a 
produkci maltózy. Povrch skleněných kuliček musí být funkcionalizován, často je 
silanizován pomocí aminosilanu 3-aminopropyltriethoxysilanu (APTES,  
obrázek 14).  
 
Obrázek  14 APTES - 3-aminopropyltriethoxysilan 
Aminoskupiny katalyzují tvorbu siloxanových vazeb se silanoly na povrchu skla 
a jsou také schopné reagovat s organickými molekulami, které mají aldehydové 
nebo epoxidové funkční skupiny. V tomto případě byla kromě této 
funkcionalizace ještě provedena reakce s ftaloylchloridem, který může následně 
kovalentně vázat enzym. Takto imobilizovaný enzym poté vykazuje větší 
termostabilitu a samozřejmě lepší odolnost pro skladování a opakované použití 
(63).  
Také sójová peroxidáza a avidin-peroxidáza (HRP) byly imobilizovány na 
skleněné kuličky, v tomto případě byl nosič modifikován pomocí APTES, a to 
silanizací ve vodném prostředí. Na rozdíl od silanizace v organických 
rozpouštědlech vytváří na povrchu nosiče monovrstvu silanu s vysokou 
hydrolytickou stabilitou a poskytuje vhodnější podporu. Upravený nosič byl potom 
aktivován glutaraldehydem a kovalentně spojen s enzymy prostřednictvím 
dostupných aminoskupin. Oba enzymy si zachovaly vysokou aktivitu – sójová 
 26 
peroxidáza 74% a HRP 78% i praktickou využitelnost při odstraňování fenolu 
z odpadních vod (64).  
Také magnetické materiály jsou využívány pro kovalentní imobilizaci enzymů. 
Jejich výhodou je například usnadněná separace použitím magnetu, kde se 
odstraní buď roztok substrátu, zatímco imobilizovaný enzym je držen na místě 
magnetickým polem, nebo naopak. Tohoto jevu je využíváno v případě lipázy 
imobilizované na maghemitové (γ-Fe2O3) magnetické nanočástice (65). 
Magnetické nanočástice získaly popularitu jako imobilizující nosiče pro enzymy 
také díky své nízké toxicitě a chemicky modifikovatelným povrchům. Vazba 
proteinu pak probíhá prostřednictvím různých funkčních skupin včetně 
aminových, aldehydových, karboxylových, epoxidových, thiolových a 
maleimidových (66).  
Za účelem co nejefektivnější imobilizace jsou také magnetitové nanočástice 
funkcionalizovány karboxylovou skupinou. Nejprve je magnetitové jádro 
potaženo vrstvou silikátu dle Stöberovy metody za vzniku core/shell struktury, 
dále je na jeho povrch navázána aminoskupina a na ní konečně karboxylová 
skupina. Na tento nosič je následně imobilizována prasečí pankreatická lipáza, 
která si zachovává vysokou aktivitu, zároveň získává lepší chemickou stabilitu, 




Entrapment představuje fyzikální „zachycení“ molekul enzymu. Protein je 
obklopen monomerními jednotkami nosiče, které v jeho přítomnosti polymerizují 
a tím jej uzavírají do mřížky. Tato metoda může být využita nejen k imobilizaci 
izolovaných enzymů, ale rovněž celých buněk. K efektivní imobilizaci je ovšem 
nezbytné umožnit průchodnost pro molekuly substrátu i produktu skrz membránu 
nosiče při současném zadržení enzymu, případně buňky, v rámci mřížky. Toho 
lze docílit následným upevněním enzymu uvnitř matrix, například kovalentní 
vazbou (3).  
Při správném provedení je výhodou této metody zachování původní struktury 
enzymu bez nežádoucích změn. Rizikem ovšem jsou denaturace a 
znehodnocení enzymů během reakce, kdy dochází ke změnám reakčního 
prostředí. Problematické může být také samovolné unikání molekul proteinu 
mimo matrix (68).  
Jako matrix mohou sloužit jak tradiční biopolymery, například alginát použitý při 
imobilizaci komplexu peroxidázy z rostliny Brassica rapa a lektinu konkanavalinu 
A, čímž se snížilo unikání enzymu z membrány a zvýšila odolnost vůči 
denaturačním agens (69). Využívaný je dále například také karagenan, v němž 
byla zachycena mimo jiné i α-amyláza a to za účelem zvýšení skladovací stability 
s možností dalšího využití v drug-delivery systémech (70).  Další nosiče jako 
hydrogely a silikátové sol-gely (71) jsou popsány níže. 
6.1.3.1 Sol-gel imobilizace 
Sol-gel je proces, při kterém dochází k transformaci koloidní suspenze (sol) na 
pevnou látku (gel). Principem je série hydrolytických reakcí a kondenzačních 
polymerací prekurzorů, převážně kovových a polotuhých alkoxidů, alkoxysilanů 
za vzniku matrice SiO2 (využívány jsou ale také oxidy titanu, zirkonu a hliníku), 
ve které je zachycen enzym. Běžně využívané jsou tetramethoxysilany (TMOS) 




Obrázek  15 vlevo TEOS a vpravo TMOS 
 
Sol-gel přechod probíhá při laboratorní teplotě a za mírných podmínek, což z něj 
činí vhodnou metodu pro práci s biomolekulami, které velmi snadno podléhají 
denaturaci (72). Sol je mírně koncentrovaný koloidní roztok, v němž dochází při 
vhodných podmínkách ke vzájemným interakcím dispergované látky a jejich 
postupnému propojení, což se projevuje zvyšováním viskozity, až vzniká gel. 
Finální morfologie sol-gelů je poté určena také tepelným zpracováním gelů. Při 
normálním tlaku a běžném tepelném zpracování vznikají prášky – xerogely, ve 
kterých se při kapilárním stresu způsobeném sušením smršťují póry i vzniklé 
enzymové nano klece. Pokud jsou jako prekursory spolu s alkoxidy použity také 
alkylsiloxany, povrch sol-gelu je hustě naplněn hydrofobními alkylovými 
skupinami a kapilární napětí, které působí během odpařování, je z velké části 
oslabené a poskytuje tzv. ambigely, ve kterých nedochází ke kontrakci nano 
klecí. Při superkritických podmínkách za zvýšeného tlaku a teploty vznikají 
aerogely s vysokou pórovitostí, nesmírně velkým vnitřním povrchem a nízkou 
hustotou, jak je zobrazeno na obrázku 16 (41). Výhodou silikátů je možnost 
příslušné gely snadno přizpůsobit podle konkrétních potřeb, disponují totiž 
širokým spektrem porézních textur, síťových struktur, povrchových funkcí i 
podmínek zpracování. Hodnota pH, doba gelování, tvarování, průhlednost nebo 
hydrofobicita mohou být přizpůsobeny konkrétnímu enzymu nebo aplikaci (73). 
Aby bylo dosaženo vhodné velikosti pórů a tedy dostupnosti substrátu, je možno 
použít molekulu s rozměry podobnými substrátu jako šablonu pro vznik pórů a to 
přímo přidáním do reakční směsi, jak je uvedeno například při imobilizaci 
cellobiázy pomocí TEOS – zde byla užita D-fruktóza (74). 
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Obrázek 16 Sol-gel imobilizace: (a) Hydrogel se zachyceným enzymem, sušením pomocí 
odpařování vzniká (b) xerogel; pomocí odpařování ss hydrofobním pláštěm vzniká (c) ambigel; 
sušením při superkritických podmínek vzniká (d) aerogel  (73) 
 
Důležitým faktorem při entrapmentu je dostupnost substrátu v aktivním 
místě enzymu. Přístupová cesta je ovlivňována jak velikostí pórů, tak interakcí 
substrátu s matricí, které probíhají formou elektrostatických a hydrofobních 
interakcí, ale také vodíkových vazeb. V případech, kdy mezi nosičem a 
substrátem existuje silná odpudivá nebo přitažlivá síla, sol-gelová matrice 
propouští substrát buď nedostatečně, nebo naopak nadměrně. Vzhledem k tomu, 
že silikátová matrice je aniontová, můžeme předpokládat snadnější vychytávání 
kationtových částic. Mohou být ovšem také tak silně adsorbovány na povrch 
nosiče, že se k proteinu vůbec nedostanou. To platí také pro polární molekuly, 
které jsou schopné vázat se na silikáty vodíkovými můstky. (75) 
Jedním z prvních enzymů imobilizovaných pomocí sol-gel entrapmentu byla 
alkalická fosfatáza v roce 1990 (úplné počátky sahají až do 60. let). Již v tomto 
experimentu byl však pozorován negativní vliv denaturačního agens, zde NaOH 
a methanolu použitých ke kondenzaci solu, na následnou aktivitu enzymu. 
Imobilizovaný biokatalyzátor si přesto uchoval pouze 30% původní aktivity. (76) 
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Například pro entrapment lipázy je prostředí SiO2 pravděpodobně příliš polární  
a při tomto způsobu imobilizace vykazuje velmi nízkou aktivitu, proto je potřeba 
použít hydrofobnější prekurzory, jako je kupříkladu polydimethylsiloxan, který 
disponuje nehydrolyzovatelnými lipofilními alkylovými skupinami. Běžným 
rozšířením této metody je použití dalších porézních pevných nosičů během 
procesu sol-gel. Tento typ "dvojité imobilizace" zahrnuje vazbu směsi gel-lipáza 
do rozměrných pórů pevné látky (obvykle jsou využívány silikáty). Tato úprava 
zvyšuje mechanickou stabilitu, ale také aktivitu enzymu. (77) Jedná se tedy o 
kombinaci dvou metod – entrapmentu a fyzikální adsorpce.  
Široce rozšířenou úpravou jsou tzv. ORMOSILy – organicky modifikované silikáty 
a funkcionalizováné siloxany. Alkoxidové monomery jsou funkcionalizovány 
různými skupinami, například amino, glycidoxy, epoxy, hydroxy, aj. (78) Tyto 
modifikace umožňují manipulovat s hydrofilitou a hydrofobicitou, iontovým 
nábojem a pufrovací kapacitou, elektrickou vodivostí, porézností, smáčitelností a 
objemovými mechanickými vlastnostmi výsledné matrice (79).  
Velmi žádanou strukturou odvozenou od sol-gelů a využívanou v biosenzorech 
jsou tenké filmy – díky tenké vrstvě umožňují snadnou dostupnost a rychlou 
interakci a detekci analytu (78). Důležitá je také jejich transparentnost pro 
následné hodnocení optickými senzory. 
Kromě enzymů můžeme touto metodu využít k entrapmentu neméně důležitých 




Enkapsulace velmi připomíná entrapment, narozdíl od této metody však není 
enzym uzavřen v matrix, ale v polopropustné membráně (3). Enkapsulace lze 
dosáhnout například tvorbou liposomálních vesikul nebo pomocí nanočástic. 
Významně se využívá k tvorbě biosenzorů (81). Výhodou enkapsulace oproti 
ostatním metodám jsou mírné reakční podmínky a také možnost imobilizovat 
několik enzymů najednou za vzniku multienzymového komplexu. Pro účely 
tohoto přehledu a oddělení od entrapmentu jsou uváděny enzymy zapouzdřené 
ve sférických membránách (3).  
6.1.4.1 Algináty 
Nejrozšířenějším nosičem pro enkapsulaci, nebo také mikroenkapsulaci, je 
přírodní biopolymer alginát. Alginát je extrakt z mořských řas složený ze 
střídajících se zbytků kyselin α-L-guluronové a β-D-manuronové. Alginátové 
nosiče se obvykle vyrábějí zesíťováním karboxylové skupiny kyseliny  
α-1-guluronové roztokem kationtového síťovacího činidla, jako je chlorid 
vápenatý, chlorid barnatý nebo poly(L-lysin). Alginátové matrice zesíťované ionty 
Ca2+ (obrázek 17) jsou však nestabilní ve fyziologickém prostředí nebo v běžných 
pufrovacích roztocích s vysokou koncentrací fosfátových a citrátových iontů, 
které mohou extrahovat Ca2+ z alginátu a tím zkapalnit systém (42).  
 
Obrázek  17 Alginát zesíťovaný vápenatými ionty (82) 
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Pro imobilizaci modelového enzymu β-galaktosidázy byl použit komplex 
chitosanu (s pozitivním nábojem) a alginátu (s negativním nábojem). Výsledná 
core-shell struktura se skládá z alginátového jádra, které je tvořeno mikrosférami. 
Jako síťovací činidlo byl použit chlorid vápenatý, který poskytuje tekuté prostředí, 
a chlorid barnatý, který tvoří pevné jádro. Druhý jmenovaný vykazoval v tomto 
případě lepší výsledky. Tloušťka propustné chitosanové membrány na povrchu 
je ovlivněna jak koncentrací, tak molekulární hmotností zvoleného chitosanu. 
Přítomnost tohoto pláště pochopitelně negativně ovlivňuje dostupnost substrátu, 
na druhou stranu zvyšuje stabilitu a odolnost enzymu (42). 
6.1.4.2 Syntetické polymery 
Také syntetické polymery jsou využívány jakou nosiče pro enkapsulace enzymů. 
Poly(N-isopropylakrylamid) neboli PNIPAAm byl použit pro imobilizaci lakázy ve 
formě sférických mikrogelových částic. Ukázalo se, že množství zachyceného 
enzymu i jeho aktivita můžou výrazně vzrůstat při současném použití 
vinylimidazolu jako komonomeru. Funkcionalizací PNIPAAm vinylimidazolem se 
totiž zvětšují elektrostatické interakce mezi opačnými náboji imobilizovaného 
proteinu a nosiče (83).    
Dalším příkladem využití syntetických polymerů je imobilizace lipázy třemi 
různými způsoby, adsorpcí, pomocí cross-linkingu a enkapsulací na 
polyvinylalkoholové (PVA) mikrosféry. Všechny tři techniky spojuje počáteční 
tvorba emulze, přičemž u enkapsulace probíhá již s přítomností enzymu, 
následovaná síťovací reakcí s glutaraldehydem, která stabilizuje vzniklé částice. 
Jako nejvhodnější metoda se prokázala enkapsulace, kdy dochází ke správné 
orientaci molekuly lipázy díky zachycení v membráně, zvýšení operační stability 
a zachování nejvyšší aktivity enzymu (84).   
 
6.1.4.3 Lipozomy 
Lipozomy jsou sférické částice vezikulárního typu. Jejich stěna je tvořena jednou 
nebo více dvouvrstevných lamel z nerozpustných amfifilních fosfolipidů jako je 
například fosfatidylcholin, fosfatidylserin, aj. Hydrofobní části tvoří hydrofobní 
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vnitřek dvojvrstvy, zatímco polární hlavičky jsou v kontaktu s vodnou fází uvnitř i 
vně lipozomu. V závislosti na způsobu přípravy mohou lipidové vezikuly být 
multi-, oligo- nebo unilamelární, obsahující mnoho, několik nebo jednu 
dvojvrstvou. Průměr lipidových váčků se může pohybovat mezi asi 20 nm a 
několika stovkami mikrometrů (85) . 
Ve vnitřním vodném kompartmentu je možné zachytit – enkapsulovat 
biomolekuly. Enkapsulace v lipozomu ovšem neznamená, že by se enzym 
nacházel pouze ve vodné fázi. Je možné, že během tvorby lipidové dvojvrstvy 
hydrofobní části enzymu penetrují tuto lipidovou vrstvu, zatímco hydrofilní části 
se nachází extralipozomálně nebo intralipozomálně ve vodné fázi (86).  
Základní schéma enkapsulace do lipozomu je rozpuštění požadovaných lipidů 
v organickém rozpouštědle, které je následně odpařeno, lipidový prášek je 
následně dispergován v roztoku obsahujícím enzym a lipozomální vezikuly 
vzniknou spontánně (86).   
Nevýhodou lipozomů je jejich nízká stabilita, která ovšem může být vylepšena 
zabudováním hydrofobního polymeru, kupříkladu methakrylátového monomeru, 
do lipidového jádra. Tyto monomery jsou následně uvnitř membrány 
polymerizovány pouze vlivem UV záření, čímž se vytvoří stabilizační síť, skrz 
kterou mohou lipidy volně proplouvat. Tímto způsobem byla imobilizována β-
laktamáza, ochranný enzym bakteriálních buněk blokující účinek β-laktamových 
antibiotik. Její aktivita byla ovšem kvůli nepropustnosti membrány velmi nízká. 
Jako řešení tohoto problému byla zvolena inkorporace proteinového 
membránového kanálu, kterým může být rovněž kontrolována selektivita 
substrátu. V tomto případě byl zvolen membránový protein OmpF 
z cytoplazmatické membrány Escherichia coli, jeden z transmembránových 
proteinů vyskytující se u Gram-negativních bakterií, kde tvoří poriny naplněné 
vodou, které umožňují pasivní difúzi malých rozpuštěných látek, jako jsou ionty, 
živiny nebo antibiotika přes biologickou membránu (obrázek 18). Částicím 
s molekulovou hmotností větší než 400 je prostup stericky blokován. Výsledkem 
tedy je, že enzym si zachovává plnou aktivitu, substrát je díky kanálům dostupný 
a zároveň je protein chráněn před škodlivými vlivy okolního prostředí (např. 
proteázami) (87).  
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Další využití potenciálu lipozomů bylo provedeno při imobilizaci glukosaoxidázy 
(GO), enzymu katalyzujícímu oxidaci glukózy za vzniku glukonové kyseliny a 
peroxidu vodíku. Je známo, že vznikající peroxid vodíku se zvyšující se 
koncentrací inhibuje funkci GO. K potlačení tohoto jevu byla použita kataláza 
rozkládající peroxid vodíku na kyslík a vodu. Společně s GO byla kataláza 
imobilizována uvnitř lipozomu. Využito bylo také výše zmiňovaného 
membránového kanálu OmpF, který usnadnil transport glukózy z vnějšího 
prostředí dovnitř lipozomu. Takto sestavený bioreaktor vykazuje jak vysokou 
aktivitu GO, tak vylepšenou stabilitu celého systému (88).  
Lipozomy jsou využity také jako pomocná šablona při imobilizaci GO pomocí 
enkapsulace v biomimetickém silikátu, tzn. silikátu formovaném podle určitého 
vzoru (tzv. molecular imprinting). Nejprve je enzym zachycen do lipozomu, 
následně s použitím lipozomu jako templátu a polydimethyldialyl-amonia jako 
induktoru byl prekurzor silikátu dehydratován za vzniku silikátového obalu na 
povrchu lipozomu. Nakonec byla lipidová vrstva odstraněna za použití 
Tritonu X-100. Celý tento proces zabránil nežádoucím interakcím enzymu 
s reaktivními silanovými skupinami, kdy by mohlo dojít ke kovalentní vazbě a 
snížení aktivity enzymu. V porovnání s klasickou sol-gel imobilizací probíhá tato 
reakce, biomimetická silicifikace, v mnohem mírnějších podmínkách. Tepelná 
stabilita enzymu se zvýšila, stejně jako odolnost vůči denaturačním agens (89).  
Enzymy ovšem nemusí být imobilizovány pouze uvnitř lipozomu. Například 
extracelulární chitosanáza, jež katalyzuje vznik oligochitosanů, byla 
imobilizována na jeho povrchu. Lipozomy jsou dokonce za určitých tepelných 
podmínek schopny reagovat s povrchem buňky produkujícím chitosanázu a 
Obrázek  18 Lipozom se zabudovaným membránovým proteinem OmpF (87) 
 35 
zvýšit produkci a sekreci tohoto enzymu. Za použití inhibitoru signální peptidázy, 
čímž je zabráněno odstřižení signálního peptidu odpovídajícího za uvolnění 
zralého proteinu z membrány. Při vzrůstající teplotě se také zvýší hydrofobicita 
membrán, dojde k fúzi membrány lipozomu a buňky, internalizaci enzymu do 
membrány lipozomu a po snížení teploty desorpce lipozomu a vznik komplexu 




Zesítění, neboli cross-linking, patří k velmi oblíbeným a vzhledem k zachování 
aktivity enzymu pravděpodobně nejefektivnějším imobilizačním technikám. 
Vyniká také svou jednoduchostí. Od ostatních metod se odlišuje nevyužitím 
pevného nosiče. Samotné zesítění probíhá spojením jednotlivých molekul 
enzymu kovalentní vazbou aminoskupin enzymu přes bifunkční nebo 
multifunkční činidlo – například glutaraldehyd, aj. Podle výchozí podoby enzymu 
(prekurzorů) rozlišujeme CLEs (cross-linked dissolved enzymes) a CSDEs 
(cross-linked spray-dried enzymes) – vzhledem k nízkému stupni zachování 
aktivity méně rozšířené metody imobilizace enzymů, CLEAs (cross-linked 
enzyme aggregates), CLECs (cross-linked enzyme crystals), zobrazeny jsou na 







Obrázek  19 Rozdělené přístupů získávání beznosičových imobilizovaných 
enzymů: (a) krystalizace, (b) agregace, (c) sprejové sušení, (d) rozpouštění (91)   
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6.1.5.1 Glutaraldehyd 
Pravděpodobně nerozšířenější síťovací agens je glutaraldehyd. Jedná se o 
lineární pětiuhlíkový dialedhyd (obrázek 6). Glutaraldehyd je čirá, bezbarvá až 
slabě zabarvená, štiplavá, olejovitá kapalina, která je rozpustná ve všech 
poměrech ve vodě a alkoholu, stejně jako v organických rozpouštědlech. 
K dispozici jsou především kyselé vodné roztoky (pH 3,0-4,0), jejichž 
koncentrace se pohybuje v rozmezí od méně než 2% do 70% (hmotnost/objem). 
Popularita glutaraldehydu spočívá kromě vysoké reaktivity také v jeho komerční 
dostupnosti a nízkých pořizovacích nákladech. Rychle reaguje s aminovými 
skupinami (obvykle lysinové zbytky proteinu) v oblasti neutrálního pH a při 
síťování (cross-linking) je účinnější než ostatní aldehydy. Komerčně dostupný 
glutaraldehyd je ovšem multikomponentní směs, ve které se glutaraldehyd 
nevyskytuje pouze jako monomer, ale také jako dimer, trimer a polymer. Jeho 
chemické chování se tedy může mírně proměňovat  (92). 
Při cross-linkingu je potřeba věnovat pozornost jak reakčním podmínkám, tak 
koncentraci enzymu i glutaraldehydu. Nízké koncentrace totiž zvyšují 
pravděpodobnost nežádoucích intramolekulárních interakcí. Příliš vysoká 
koncentrace ovšem naopak vede k příliš intenzivnímu síťování, při kterém může 
docházet k zablokování aktivního místa enzymu a denaturaci (92). 
 
6.1.5.2 CLECs 
Zesítěné enzymové krystaly – cross-linked enzyme crystals (CLECs) jsou vysoce 
aktivní, snadno manipulovatelnou, odolnou a recyklovatelnou formou 
imobilizovaných enzymů. První zesítění krystalického enzymu bylo popsáno již 
v roce 1964 Quiochem a Richardsem a to pomocí glutaraldehydu. Původním 
účelem ovšem nebyla imobilizace enzymu, nýbrž stabilizace enzymových 
krystalů pro studium jejich struktury pomocí rentgenové difrakční analýzy. Autoři 
ovšem zaznamenali také katalytické vlastnosti materiálu (93). 
Technologie CLECs je mezi imobilizačními metodami výrazným zlomem, neboť 
přináší stabilizaci a imobilizaci enzymu bez ztráty aktivity, přičemž proteinová 
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matrice je jak katalyzátor, tak i nosič. Tato metoda zahrnuje zesítění enzymových 
mikrokrystalů (v rozsahu 1-200 μm s tím, že čím menší jsou krystaly, tím vyšší je 
následná aktivita) s bifunkčními činidly, nejčastěji glutaraldehydem. CLECs jsou 
vysoce aktivní, pevné mikroporézní materiály, které mají rovnoměrně rozmístěné 
kanály naplněné rozpouštědlem procházející celým tělem krystalu. Rozpouštědlo 
přitom tvoří 30-65% hmotnosti krystalu a usnadňuje volný transport substrátů a 
produktů do a z krystalu. Výrobní proces CLECs se skládá ze dvou hlavních 
kroků: nejprve krystalizace enzymů a následně chemického zesítění krystalů 
takovým způsobem, že je udržena aktivita proteinu a není porušena krystalická 
mřížka (94). 
Krystalizace je vynikajícím nástrojem pro čištění, izolaci a dlouhodobé skladování 
enzymů. Účinnost krystalizace je pro čistotu enzymů obvykle větší než jakákoli 
jiná metoda. Obecně jsou enzymy mnohem stabilnější v krystalické formě než v 
rozpustné nebo amorfní formě a také koncentrovanější. Krystalizace 
makromolekul vyžaduje vytvoření přesyceného stavu. Jedná se o nerovnovážný 
stav, ve kterém je v roztoku přítomno určité množství nad limitem rozpustnosti 
makromolekul. Při přípravě CLECs kvalita krystalu určuje stabilitu zesítěného 
enzymu, protože samotný krystal enzymu působí jako vlastní nosič. Krystalizace 
enzymů dosáhneme úpravou rychlosti odpařování rozpouštědla, hodnotou pH a 
teploty a také manipulací s koncentrací proteinu a precipitantu. Jako precipitanty 
jsou užívány obvykle anorganické soli, organická rozpouštědla a polymery typu 
polyethylenglykolu (PEG) o různé molekulové hmotnosti (95).  
Samotný cross-linking poté výrazně zvyšuje odolnost enzymu. Inter- a 
intramolekulární kovalentní křížové vazby s linkovacím činidlem poskytují bariéru 
proti deaktivaci katalyzátoru. Cross-linking brání molekulám enzymu tvořícím 
krystal od opětovného rozpouštění, imobilizuje molekuly enzymu na 
mikrokrystalické částice. Intermolekulární zesítění je nezbytné k udržení 
krystalových struktur v jiném prostředí, než je krystalizační roztok. Rovněž 
zvyšuje stabilitu při skladování a to i při zvýšených teplotách.  
Zatímco krystalizace proteinu tedy vytváří přesné prostorové uspořádání 
molekul, následné zesítění uvnitř krystalu zablokuje přítomné proteiny. 
Rozlišujeme dva typy síťovacích činidel – homobifunkční a heterobifunkční. 
 39 
Homobifunkční činidla mají dvojici stejných funkčních skupin, jako jsou dva 
aldehydy, dva aminy nebo dva thioly. Mezi tato činidla patří například dialdehydy 
(glyoxal, glutaraldehyd, sukcinaldehyd), diaminy (ethylendiamin, 
hexamethylendiamin, oktandiamin), bis(imidoestery) a bis(sukcinimidylestery). V 
heterobifunkčních reakčních činidlech jsou tyto dvě reaktivní skupiny různé, což 
umožňuje vytváření křížových vazeb mezi různými funkčními skupinami. Proto 
jsou také tato činidla využívána ke cross-linkingu dvou odlišných molekul, 
například enzymu s protilátkou nebo nukleové kyseliny s léčivem (95).  
 V obou krocích, krystalizaci i cross-linkingu, je důležité vhodně optimalizovat 
parametry. Například velikost krystalických částic může být ovlivněna hodnotou 
pH, teplotou, koncentrací, ale i rychlostí míchání. Pro biokatalýzu je preferovaná 
velikost krystalů od 50 do 150 µm, jelikož vykazují vhodnou kombinaci filtračních 
vlastností a aktivity (96). 
S výhodou jsou CLECs užívány také v neředěných organických rozpouštědlech 
a to při zachování poměrně vysoké katalytické aktivity (96). Biotransformace v 
nevodném prostředí je aplikována v mnoha syntetických procesech a to přesto, 
že enzym má v tomto prostředí nižší aktivitu než v prostředí vodném. Mnohdy 
jsou totiž v reakční směsi ve vodě nerozpustné nepolární složky, výhodou je také 
vyšší tepelná stabilita enzymů, změněná stereoselektivita enzymů, snadnější 
recyklace i regenerace enzymů pomocí filtrace nebo centrifugace, jednoduché 
získávání produktu odpařením při použití těkavého organického rozpouštědla 
jako reakčního média či zabránění kontaminace způsobenou růstem 
mikroorganismů, která je inhibována organickými rozpouštědly (97). Při 
ověřování vlivu rozpouštědla na katalytickou aktivitu enzymu byl jako modelový 
enzym použit subtilisin Carlsberg. Jedná se o extracelulární nespecifickou 
bakteriální alkalickou proteázu produkovanou například kmeny Bacillus subtilis 
(98) a Bacillus licheniformis. Jako rozpouštědlo byl použit oktan a acetonitril a 
jejich směsi s vodou. Enzym v organických rozpouštědlech vykazuje vysokou 
konformační rigiditu a tím je jeho aktivita je snížena. Vzhledem k tomu, že voda 
působí v enzymu jako „mazadlo“, jeho přidávání k organickým rozpouštědlům 
zvyšuje mobilitu enzymu a tím také jeho aktivitu. Proto byla aktivita enzymů po 
přidání vody výrazně vyšší. V porovnání s volným enzymem byla ovšem aktivita 
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CLECs ve všech a případech vyšší, stejně jako enantioselektivita, u které je tento 
rozdíl ještě markantnější (97). 
 
6.1.5.3 CLEAs 
Zesíťované enzymové precipitáty jsou novější, jednodušší a levnější metodou 
imobilizace vycházející z CLECs. Nákladná krystalizace je však nahrazena 
agregací, díky které disponují imobilizované enzymy také vysoce zachovanou 
aktivitou, výbornou stabilitu a možností opakovaného použití.  Tuto metodu 
poprvé popsali v roce 2000 Cao a Sheldon. Jako modelový enzym použili 
penicilin G acylázu, která ve formě CLEAs vykazovala dokonce vyšší aktivitu než 
CLECs  (99). 
Je všeobecně známo, že přidáním solí (síran amonný), organických rozpouštědel 
(terc-butanol) a neiontových polymerů (PEG) k roztoku proteinu dochází 
k agregaci proteinových molekul a to bez poškození jeho původní struktury. Tyto 
agregáty jsou k sobě vázány pouze nekovalentně a snadno se rozpadají a znovu 
rozpouštějí ve vodě. Pokud jsou ovšem tyto předem fyzikálně agregované 
molekuly enzymů dále zesíťovány, dochází ke vzniku CLEAs – cross-linked 
enzyme aggregates. Jejich velikost může dosahovat až 100 μm (100).  
Precipitace je jedna z nejčastějších metod čištění enzymů, proto není nutné 
disponovat enzymem nejvyšší čistoty.  Je také možné agregovat více 
enzymů/proteinů najednou, pokud to umožní výchozí materiál. Tvorba CLEAs 
s různými druhy enzymů, tzv. combi-CLEAs přináší možnost sekvence dvou po 
sobě jdoucích reakcí, které mohou být provedeny v této směsi enzymů (101).  
Po úspěšné agregaci následuje cross-linking. Jako linkovací činidlo je také 
nejčastěji používán glutaraldehyd. Reakce probíhá podobně jako u CLECs 
interakcí volných aminoskupin z lysinových zbytků na povrchu sousedících 
enzymových molekul s oligomery nebo polymery glutaraldehydu, jejichž 
výsledkem jsou inter- a intramolekulární aldolové kondenzace, přesný průběh 
reakce je ovlivněn hodnotou pH (102). V některých případech, například u 
enzymu nitrilázy, je však toto činidlo nevhodné. Reaguje totiž s 
aminokyselinovými zbytky, které jsou v aktivním místě enzymu, a jeho aktivita se 
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poté výrazně snižuje. Je to dáno malou velikostí glutaraldehydu a tedy schopností 
penetrovat do vnitřní struktury enzymu a inaktivovat ho. Řešením je použití 
objemnějšího činidla, k tomuto účelu byly použity například objemné 
polyaldehydy získané z dextranů (103). 
Existuje také několik možností, jak proces cross-linkingu modifikovat za účelem 
dosažení vylepšených vlastností imobilizovaného enzymu. Při cross-linkingu je 
možné přidat do reakční směsi monomer, který za daných podmínek podléhá 
polymerizaci. Například pokud je cross-linking proveden v přítomnosti siloxanu, 
výsledkem je komplex CLEA-silikát (obrázek 20). Podle požadovaných vlastností 
a charakteristik enzymu je možné zvolit konkrétní siloxany. Další možností 
úpravy jsou "inteligentní" magnetické CLEAs provedením zesítění v přítomnosti 
funkcionalizovaných magnetických nanočástic. Tyto mCLEA pak mohou být 
snadno odděleny magnetickou dekantací (102).  
Další možností je kombinace dvou metod imobilizace. Například α-chymotrypsin 
a lipáza byly imobilizovány nejprve pomocí fyzikální adsorpce na mesocelulární 
mezoporézní silikát s velice pravidelnými póry. Takto adsorbovaný enzym byl 
poté stabilizován pomocí cross-linkingu a to reakcí s glutaraldehydem. Tyto 
CLEAs výrazně omezí vymývání enzymu a díky tomu velmi vzroste stabilita 
enzymu v porovnání s použitím pouhé adsorpce. Zachovaná aktivita je však 
bohužel poměrně nízká, pouze 30% původní aktivity volného enzymu (104).  
Přestože se jedná o efektivní a univerzální techniku, je pochopitelně nutné i v této 
metodě pro dosažení nejlepších výsledků vhodně optimalizovat parametry 
Obrázek  20 Schéma přípravy CLEAs a modifikovaných komplexů CLEA-silikát 
(102) 
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(teplota, pH, koncentrace, rychlost míchání, precipitační činidlo, přísady a 
síťovací činidlo) pro jednotlivé enzymy (105).  
 
6.2 Biomedicínské aplikace 
Také medicína těží z enzymové imobilizace. Imobilizované enzymy se osvědčily 
pro mnoho aplikací v oboru, včetně drug-delivery systémů a identifikace nádorů, 
jakož i glukózových senzorů jako nástroje pro kontrolování hmotnosti a diabetu 
(8). Modifikované enzymy mohou působit jako biosenzory pro diagnostiku 
onemocnění pomocí detekce, měření a zaznamenávání hladin biomarkeru. Dále 
mohou být imobilizované enzymy užitečné při léčbě určitých onemocnění, 
například při vrozených metabolických vadách, kardiovaskulárních 
onemocněních, rakovině, střevních onemocněních nebo při léčbě intoxikace. 
Enzymy mohou účinkovat zachycením akumulačních produktů určité 
metabolické cesty nebo eliminací toxických xenobiotik. Kromě toho mohou 
enzymy zlepšit některé patologické stavy, konkrétně oxidační stres a zánět. 
Použitelnost izolovaných enzymů v medicíně je však omezena kvůli labilní 
povaze těchto molekul, možnosti imunogenní reakce a jejich obtížné akumulaci 
na cílovém místě (106). Imunogenní reakci by bylo možné zabránit použitím tělu 
vlastního nosiče – erytrocytu. Enzymy enkapsulované v červených krvinkách 
mohou být využity mimo jiné při vrozené poruše tvorby některého enzymu a 
nutnosti exogenního dodání enzymu. Enkapsulace enzymu v erytrocytu by mohla 
vyřešit nejen možné alergické reakce či tkáňovou toxicitu, ale také prodloužit 
krátký poločas. Jejich klinické testování je ovšem velmi omezené. Výjimkou je 
například L-asparagináza, která rozkládá aminokyselinu nezbytnou pro nádorové 
buňky, a proto byla použita k léčbě některých novotvarů, zejména akutní 
lymfoblastické leukémie u pediatrických pacientů. Pokud je podávána jako volný 
enzym, vykazuje velmi krátký poločas a navíc bylo toto použití spojeno s 
imunologickými změnami, s intolerancí a dokonce s toxicitou v některých 
orgánech a tkáních, zejména v játrech a pankreatu. Jeho enkapsulace v 
erytrocytech může zmírnit tyto nevýhody, významně snížit imunologické reakce 
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a chránit je před plazmatickými proteázami, čímž prodlužuje jeho poločas (107, 
108) 
Další oblastí je použití imobilizovaných enzymů s antioxidačními vlastnostmi. 
Zvýšené reaktivní formy kyslíku (ROS – reactive oxygen species) se vyskytují 
v oblastech zasažených oxidačním stresem, tj. zejména po úrazech a při 
patologických zánětlivých stavech, například ateroskleróza, Parkinsonova 
choroba, autoimunitní onemocnění nebo rakovina, kdy dále poškozují zasažené 
buňky i tkáně. ROS mohou být neutralizovány antioxidačními enzymy, zejména 
superoxid dismutázou (SOD). Vzhledem k velmi krátkému poločasu superoxid 
dismutázy (asi 6 min) a nízké distribuci do buněk, je její imobilizace v drug-
delivery systému zásadní pro zajištění dostatečného léčebného účinku, jenž je 
využíván také při infarktu myokardu (106). 
  
6.2.1 Biosenzory 
Biosenzory jsou citlivá analytická zařízení, jež interakcí s analytem generují 
fyzikálně chemický signál, který dále přeměňují a zesilují do lépe měřitelné 
podoby. Mohou být považovány za doplňkové nástroje k běžným analytickým 
metodám, jako je například HPLC. Využívány jsou v monitorování životního 
prostředí, potravinářském průmyslu i ke klinickým analýzám. Biosenzory 
(obrázek 21) se skládají ze dvou úzce spojených prvků, bioreceptoru (tj. citlivý 
imobilizovaný biologický prvek, např. enzym) a převodníku, který se používá k 
převodu biochemického signálu, jenž je výsledkem interakce analytu s 
Obrázek  21 Schéma biosenzoru (109) 
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bioreceptorem na elektrochemický (nebo také optický, gravimetrický, 
kalorimetrický) signál (109).  
Elektrochemický senzor na bázi imobilizovaného enzymu je tvořen tenkou 
vrstvou enzymu (enzymů) na povrchu membrány elektrody. Monitorovaný analyt 
difunduje do enzymové vrstvy, kde dochází ke katalytické reakci, kdy dojde buď 
ke spotřebování substrátu, nebo vytvoření produktu, který lze elektrochemicky 
detekovat. Produkované elektroaktivní částice jsou monitorovány buď 
potenciometricky nebo amperometricky, elektrochemický signál koreluje s 
koncentrací analyzované látky, která má být měřena. Imobilizační metoda může 
ovlivnit aktivitu imobilizovaného enzymu a může tak významně přispět k citlivosti 
biosenzoru. Kromě elektrochemických transdukčních systémů jsou známé také 
optické biosenzory, využívané pro monitorování glukózy, cholesterolu, fosfolipidů 
a bilirubinu, které budou popsány dále (110).   
 
6.2.1.1 Amperometrické biosenzory 
První biosenzor byl připraven již v roce 1962 Clarkem a Lyonsem spojením 
glukosaoxidázy s amperometrickou elektrodou pro měření parciálního tlaku 
kyslíku pO2 (111). Od té doby začal o původně nazývané tzv. enzymové elektrody 
vzrůstat zájem a úměrně roste i jejich klinické využití. V současnosti jsou 
nejrozšířenější a komerčně dostupné biosenzory pro měření glukózy v plné krvi, 
séru, plazmě a moči. Důvodem tak velkého zájmu vědecké obce i komerčního 
sektoru je potřeba diagnostikovat světově široce rozšířený diabetes mellitus a 
pečlivě monitorovat hladinu krevního cukru u pacientů trpících tímto 
onemocněním. 
Amperometrie je specifická elektrochemická technika, která využívá skutečnosti, 
že určité chemické sloučeniny mají redoxní potenciál (podléhají redoxním 
reakcím) na elektrodách inertních kovů, do nichž je vložen konstantní potenciál. 
Indikační (pracovní, polarizovatelná) elektroda je obvykle vyrobena z kovu, jako 
je platina nebo zlato. Referenční elektroda poskytuje pevný potenciál, proti 
kterému se měří potenciál aplikovaný na indikační elektrodu. Pokud je na 
indikační elektrodu vložen kladný potenciál vzhledem k referenční elektrodě, 
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probíhá na ní oxidační reakce a je označována jako anoda elektrochemického 
článku. Při aplikaci na biosenzory anoda monitoruje tvorbu produktu nebo 
vyčerpání reaktantu, tj. analyzuje průběh biochemické reakce (například 
enzymem katalyzované reakce), které se v blízkosti povrchu elektrody účastní 
analyt. Analyty difundují na povrch elektrody, kde podléhají této redoxní reakci 
(112). 
Základní koncept glukózového biosenzoru je založen na skutečnosti, že 
imobilizovaná glukosaoxidáza katalyzuje oxidaci β-D-glukózy molekulárním 
kyslíkem za vzniku kyseliny glukonové, resp. glukonolaktonu a peroxidu vodíku 
(obrázek 22). Aby mohla glukosaoxidáza pracovat jako katalyzátor, vyžaduje 
redoxní kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD). FAD funguje jako počáteční 
elektronový akceptor a redukuje se na FADH2. Reakcí s kyslíkem je kofaktor 
regenerován a vzniká peroxid vodíku. První generace biosenzorů byla založena 
na detekci a měření peroxidu vodíku. Nevýhodou však byla nutnost udržovat 
konstantní hladinu kyslíku (113).  
 
 
Obrázek  22 Základní princip glukosového biosenzoru, GOx - glukosaoxidáza 
Druhá generace biosenzorů přichází s nefyziologickým akceptorem elektronů, 
jenž nahrazuje kyslík. Tyto syntetické akceptory se nazývají redoxní mediátory a 
jsou schopné převádět elektron z enzymu na povrch indikační elektrody (114). 
Jako mediátory jsou běžně užívány např. ferrocen a jeho deriváty, 
hexakyanoželezitan, methylenová modř, benzochinon a další. Mediátory 
umožňují nižší potenciál na elektrodách a díky tomu jsou elektrody méně 




Biosenzory třetí generace jsou založené na přímém přenosu elektronů mezi 
redoxním centrem enzymu a elektrodou a výměna tak probíhá bez difúzní bariéry 
(116). Základní schéma je uvedeno v obrázku 23. 
Nezávisle na kyslíku může být glukosa oxidována také pomocí 
glukosadehydrogenázy (GDH). Tato reakce probíhá dvěma mechanismy 
(obrázek 24), v prvním případě je kofaktorem NAD+, jenž se redukuje na NADH 
(117). Druhý způsob je použití quinoprotein glukosadehydrogenázy, která 
nevyžaduje kyslík ani NAD+. Jako kofaktor využívá  pyrolochinolinochinon (PQQ), 
je tedy označována jako PQQ-dependentní glukosadehydrogenáza (PQQ-GDH). 
Jednotlivé děje jsou schematicky popsány v rovnicích. Tyto enzymy jsou rovněž 
využívány pro měření glukosy v krvi.  
 
 
Obrázek  24 Schéma redoxních dějů při využití enzymu glukosa dehydrogenázy 
 
6.2.1.2 Optické biosenzory 
Optické biosenzory jsou založeny na měření absorbovaného nebo emitovaného 
světla v důsledku biochemické reakce. Obdobně jako u elektrochemických 
převodníků se hodnotí dva typy reakcí – vyčerpání reaktantu (tzv. afinitní 
biosenzory založené například na protilátkách nebo receptorových bílkovinách) 
nebo vznik produktu enzymatickou reakcí (tzv. katalytické biosenzory) (118, 119). 
Obrázek  23 Schéma biosenzorů: (A) první, (B) druhé, (C) třetí generace (116) 
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Světelné vlny jsou vedeny optickými vlákny do vhodných detektorů (120). Měření 
se provádí například pomocí optických spektroskopických metod. 
Jako příklad opět poslouží široce rozšířený glukosový biosenzor (obrázek 25). Ve 
většině případů je také založen na glukosaoxidáze jako bioreceptoru. U 
optického převodníku však nedochází k tak výrazným interferencím jako u 
amperometrických zařízení. Stanovení se provádí opticky sledováním spotřeby 
kyslíku nebo tvorby H2O2. Vzhledem k tomu, že kyslík je účinné luminiscenční 
zhášedlo pro mnoho sloučenin, je většina glukózových enzymatických optických 
biosenzorů založena na ozařování kyslíku a sledování jeho množství. Využívány 




V práci byl učiněn základní přehled technik pro imobilizaci enzymů. V praxi 
samozřejmě vzniká mnoho nových kombinací, jsou nalézány další nosiče i 
možnosti. Neexistuje však univerzální hodnocení, která z těchto metod je 
nejlepší. Pro každý enzym je nutné volit metodu individuálně s přihlédnutím 
k následnému využití imobilizovaného komplexu.  
  
Obrázek  25 Základní schéma glukosového optického biosenzoru (120) 
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